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Abstract of EP1191107 

In vitro diagnosis of endometriosis by determining the amount of gene product (I) from at least one 
specific gene (II) in a patient sample and comparing this with the amount of (I) in a control sample. A 
reduced level of (I) is indicative of endometriosis. (I) is a product of the fibronectin; insulin-like growth 
factor binding protein-2; transmembrane receptor PTK7; platelet-derived growth factor receptor alpha ; 
collagen type XVIII alpha 1; subtilisin-like protein (PACE4); laminin M chain (merosin); elastin; collagen 
type IV alpha 2; p27 interferon alpha -inducible; reticulocalbin; aldehyde dehydrogenase 6; gravin; 
nodogen or phospholipase C epsilon genes. Independent claims are also included for the following: (1) 
use of antibodies against proteins, or parts of them, encoded by (II) for diagnosis of endometriosis; and 
(2) a DNA chip that has bound to it at least one oligonucleotide that comprises a partial sequence of the 
specified genes, or their complements. 
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(54) Methode zur in vitro Diagnostik von Endometriose 



(57) Die Erfindung betrifft eine Methode zur Diagno- 
se von Endometriose wobei die Menge an Genprodukt 
von mindestens einem Gen aus der Gruppe bestehend 
aus Fibronectin, Insulin-like growth factor binding pro- 
tein-2, Transmembrane receptor PTK7, Platelet-derived 
growth factor receptor alpha, Collagen type XVIII alpha 



1 , Subtilisin-like protein (PACE4), Laminin M chain (Me- 
rosin), Elastin, Collagen type IV alpha 2, p27 interferon 
alpha-inducible gene, Reticulocalbin, Aldehyde Dehy- 
drogenase 6, Gravin, Nidogen und Phospholipase C 
Epsilon in einer Patientinnenprobe bestimmt wird. 
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Beschreibung 

[0001 ] Die Erf indung betrifft eine Methode zur in vitro 
Diagnostik von Endometriose. 
[0002] Endometriose ist eine der haufigsten gynako- 
logischen Erkrankungen, von der schatzungsweise 
5-10% aller Frauen im reproduktionsfahigen Alter be- 
troffen sind (Sillem, M. 1998; Programmed® 23, Suppl. 
1 , 1 -28). Sie ist gekennzeichnet durch das Vorkommen 
von Endometriumsgewebe auBerhalb der physiologi- 
schen Schleimhautauskleidung des Uterus. Neben 
Schmerzen und zahlreichen anderen Symptomen sind 
viele Endometriosepatientinnen steril, und ein groBer 
Teil der IVF-Patientinnen (IVF - in vitro Fertilisation) lei- 
detan Endometriose (Adamson, G.D. 1997; Sem. Re- 
prod. Biol. 15, 263-271). In jungster Zeit mehren sich 
Publikationen, die fur eine genetische Predisposition bei 
der Entwicklung einer Endometriose sprechen (Kenne- 
dy, S. 1 997; Sem. Reprod. Biol. 1 5, 309-31 8). So wurde 
der Verlust von Tumorsuppressormolekulen sowie fami- 
liare Haufungen bei EndometriosePatientinnen be- 
schrieben. 

[0003] Zur Zeit wird die Endometriose mit Hilfe der La- 
paroskopie diagnostiziert. Dies ist eine invasive Metho- 
de, die haufig zu Komplikationen fuhrt (Chapron C. et 
al. 1 998; Hum. Reprod. 1 3, 867-872; Jansen F. W. et al, 
1997; Br. J. Obstet. Gynecol. 104, 595-600). Sie wird 
unter Narkose durchgefuhrt und setzt einen voll einge- 
richteten Operationssaal voraus. 
[0004] Daher besteht ein Bedarf an neuen Diagno- 
stikmethoden. Wunschenswert ware eine Methode, die 
fur die Patientinnen weniger belastend ware und die 
vom behandelnden Arzt durchgefuhrt werden konnte. 
[0005] Dieses Problem wird erfindungsgemaB gelost 
durch die Identifizierung von bei der Endometriose dif- 
ferentieN regulierten Genen und die Bereitstellung einer 
Methode zur Detektion ihrer Genprodukte. 
[0006] Die Erfindung betrifft eine Methode zur in vitro 
Diagnose von Endometriose wobei die Menge an Gen- 
produkt von mindestens einem Gen aus der Gruppe be- 
stehend aus Fibronectin, Insulin-like growth factor bin- 
ding protein-2, Transmembrane receptor PTK7, Plate- 
let-derived growth factor receptor alpha, Collagen type 
XVIII alpha 1, Subtilisin-like protein (PACE4), Laminin 
M chain (Merosin), Elastin, Collagen type IV alpha 2, 
p27 interferon alpha-inducible gene, Reticulocalbin, Al- 
dehyde Dehydrogenase 6, Gravin, Nidogen und Phos- 
pholipase C Epsilon in einer Patientinnenprobe be- 
stimmt wird und mit der Menge an diesem Genprodukt 
in einer Kontrollprobe verglichen wird, wobei eine gerin- 
gere Menge an diesem Genprodukt auf das Vorliegen 
einer Endometriose hinweist. 

[0007] Die Gruppe der Gene wird in Abbildung 1 na- 
her beschrieben. Die Expressionsstarke, d.h. die Men- 
ge des Genproduktes von mindestens einem der in Ab- 
bildung 1 genannten Gene in einer Patientinnenprobe 
wird bestimmt und mit der aus einer Kontrollprobe (Frau 
ohne Endometriose) verglichen. Die zu vergleichenden 



Proben mussen beide aus der sekretorischen Phase, 
also aus dem Bereich Tag 1 5-28 nach der letzten Men- 
struation stammen. Eine verminderte Expressionsstar- 
ke von mindestens einem der o.g. Gene in der Patien- 
5 tinnenprobe deutet auf das Vorliegen einer Endometrio- 
se hin. 

[0008] Eine Patientinnenprobe kann eine Probe vom 
Endometriumgewebe, Peritonealflussigkeit, Blut, vagi- 
nales Sekret Oder Urin der Patientin sein. 

w [0009] Ein Genprodukt ist entweder mRNA, die dar- 
aus abgeleitete cDNA, ein Polypeptid oder Teile eines 
Polypeptids. Die Aminosauresequenzen der Polypepti- 
de sind in Abbildung 2 dargestellt. 
[001 0] Die erf indungsgemaBe Methode kann zur erst- 

15 maligen Diagnose von Endometriose eingesetzt wer- 
den. In diesem Fall wird die Menge des Genproduktes 
in der Patientinnenprobe mit einer Kontrollprobe von 
nicht erkrankten Frauen verglichen. Die erfindungsge- 
maBe Methode kann auch zur Beurteilung des Verlaufs 

20 der Krankheit verwendet werden. So kann z.B. der Er- 
folg einer Therapie bestimmt werden. In diesem Fall 
wird die Patientinnenprobe mit einer alteren Probe der- 
selben Patientin verglichen. 

[001 1 ] Das Genprodukt Polypeptid Oder ein Teilstuck 

25 eines Polypeptids wird durch Immunassays detektiert. 
Dazu werden spezifische Antikorper gegen eines Oder 
mehrere Polypeptide ausgewahlt aus der in Abbildung 
2 beschriebenen Gruppe, hergestellt. Die Antikorper 
konnen monoklonal Oder polyklonal sein. Sie konnen 

30 gegen jeweils das gesamte Polypeptid oder gegen 
Fragmente davon gerichtet sein. Die Gewinnung eines 
solchen Antikorpers erfolgt nach Standardmethoden 
durch Immunisierung von Versuchstieren. Die Antikdr- 
per werden dann z.B. in einem ELISA (enzyme-linked- 

35 immunosorbent assay), in einem RIA (radioimmunoas- 
say) oder in der Immunhistochemie zur Bestimmung der 
Menge des Genproduktes verwendet (Aoki, K. et al. 
1996; Forensic Sci. Int. 80, 163-173). 
[0012] Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung 

to eines erfindungsgemaBen Antikorper-Chips zur Dia- 
gnose von Endometriose. Antikorper-Chips sind minia- 
turisierte Trager, meist aus Glas Oder Silizium, auf deren 
Oberflache Antikorper bekannter Spezifitat in einem ge- 
ordneten Raster in hoher Dichte immobilisiert werden. 

45 Die Detektion der Protein/Protein Interaktionen kann 
durch Massenspektrometrie, Fluoreszenz oder surface 
plasmon resonance erfolgen. Es konnen Antikorper, 
welche die aus der in Abbildung 2 beschriebenen Grup- 
pe ausgewahlten Proteine spezifisch binden, auf dem 

50 Antikdrper-Chip immobilisiert sein. Methoden zur Her- 
stellung und Verwendung von Antikorper-Chips sind in 
Kreider BL, Med Res Rev 2000,20:212-215 beschrie- 
ben. 

[0013] Die Genprodukte mRNA bzw. die daraus ab- 
55 geleitete cDNA konnen durch Hybridisierung mit Oligo- 
nukleotiden, z.B. durch einen Northern blot bestimmt 
werden. Diese Oligonukleotide haben Sequenzen, die 
komplementar zu Teilsequenzen des zu detektierenden 
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Genprodukts sind, und konnen z.B. mit einer chromo- 
genen, radioaktiven Oder fluoreszierenden Gruppe mar- 
kiert sein. Vor der Hybridisierung kann die cDNA mit Hil- 
fe der PCR amplifiziert werden (Sambrook, J. et al. 
1989; Cold Spring Harbor Laboratory Press). 
[0014] Die Genprodukte mRNA bzw. die daraus ab- 
geleitete cDNA konnen auch durch quantitative PCR 
(polymerase chain reaction) bestimmt werden. 
[001 5] Die mRNA kann auch durch in situ Hybridisie- 
rung mit antisense-RNA bestimmt werden. Dabei kann 
die antisense-RNA mit Dioxigenin, 32 P oder 33 P mar- 
kiert sein. Antisense Nukleinsaure ist eine DNA und/ 
Oder RNA , die komplementar zu einer mRNA ist. Sie 
kann die gesamte komplementare Sequenz Oder Teil- 
sequenzen umfassen. Diese Methode ist dem Fach- 
mann bekannt (Barlati, S. et al. 1999; Histol. Histopa- 
thol. 14, 1231-1240). 

[0016] Die Hybridisierung kann auch mit Hilfe eines 
DNA-Chips erfolgen. Die Erfindung betrifft daherweiter- 
hin einen DNA - Chip, auf dem mindestens ein Oligonu- 
kleotid immobilisiert ist, das der vollstandigen cDNA-Se- 
quenz oder einer Teilsequenz bzw. komplementaren 
Sequenz eines Genes ausgewahlt aus der Gruppe, die 
in Abbildung 1 beschrieben ist, entspricht. Die Erfindung 
betrifft somit ferner die Verwendung eines erfindungs- 
gemaBen DNA-Chips zur Diagnose von Endometriose. 
[0017] DNA-Chips, auch als DNA-Mikroarrays be- 
kannt, sind miniaturisierte Trager, meist aus Glas Oder 
Silizium, auf deren Oberflache DNA-Molekule bekann- 
ter Sequenz in einem geordneten Raster in hoher Dichte 
immobilisiert werden. Die Oberflachengebundenen 
DNA-Molekule werden mit komplementaren, eventuell 
markierten Nukleinsauren hybridisiert. Die Markierung 
kann ein Fluoreszenzfarbstoff sein. 
[0018] Bei Oligonukleotid-Chips stellen die Oligonu- 
kleotide, die auf einem erfindungsgemaRen DNA-Chip 
gebunden sein konnen, Teilsequenzen der Genproduk- 
te (mRNA bzw. daraus abgeleitete cDNA) in der Sense- 
oder Antisense-Richtung dar. Es konnen ein Oder meh- 
rere Oligonukleotide pro Gen auf dem DNA-Chip gebun- 
den sein. Bevorzugt sind 25 Nukleotid-lange Oligonu- 
kleotide, die aus dem nicht kodierenden Strang abge- 
leitet sind. Diese werden bevorzugt aus dem jeweiligen 
3'untranslatierten Ende des Gens ausgewahlt. Zur De- 
tektion konnen Oligonukleotide von einem Gen, mehre- 
ren Genen Oder alien Genen ausgewahlt aus der in Ab- 
bildung 1 beschriebenen Gruppe eingesetzt werden. 
Methoden zur Herstellung und Verwendung von 
DNA-Chips sind z.B. in den US-Patenten Nr. 5,578,832; 
5,556,752 und 5,510,270 beschrieben. 
[0019] Bei cDNA Chips sind die vollstandigen Gen- 
produkte (cDNAs) Oder Subfragmente (200-500bp lang) 
auf dem Chip gebunden. Die Methode wird z. B. in Eck- 
mann, L et al., J Biol Chem 2000, 275: 14084-14094 
beschrieben. 

[0020] Das Genprodukt mRNA kann auch durch chro- 
mogene Assays bestimmt werden. 



Beschreibung der Abbildungen 

[0021] Abb. 1 zeigt die Liste der Gene, die in der se- 
kretorischen Phase bei Vorliegen einer Endometriose 

5 herunterreguliert sein konnen und damit fur eine Dia- 
gnostik der Endometriose verwendet werden konnen. 
In Spalte 1 sind die Namen und die Datenbank-Nummer 
(Accession Numbers) der Gene aufgelistet, die bei der 
Analyse als differentiell reguliert gefunden wurden. In 

10 Spalte 2 findet sich der Vergleich von Proben aus der 
sekretorischen Phase (sekr. Phase), jeweils Endome- 
triose versus Normal (keine Endometriose); down be- 
zeichnet den Zustand der Herunterregulation. Die erste 
Zahl in Klammern gibt an, wie oft das Gen als heraufre- 

15 guliert und die zweite Zahl gibt an, wie oft das Gen als 
herunterreguliert gefunden wurde. Fur diese Analyse 
wurden 20 Einzelvergleiche durchgefuhrt. In Spalte 3 
findet sich der Vergleich von Proben aus der protiferati- 
ven Phase (prol. Phase). Fur diese Analyse wurden 30 

20 Einzelvergleiche durchgefuhrt. Die Bezeichnung down 
beschreibt den gleichen Zustand wie in Spalte 1 , nc be- 
deutet no correlation (keine Korrelation), d.h. man findet 
dieses Gen sowohl herunter- als auch heraufreguliert. 
Die Bedeutung der Zahlen ist analog zu Spalte 2. In der 

25 vierten Spalte findet sich der Vergleich von Proben aus 
der sekretorischen Phase mit Proben aus der prolifera- 
tiven Phase. Hier wurde Endometrium von Frauen ohne 
Endometriose miteinander verglichen. Fur diese Analy- 
se wurden 25 Einzelvergleiche durchgefuhrt. Die Be- 
so zeichnung up beschreibt den Zustand der Heraufregu- 
lation. Die Bedeutung der Zahlen ist analog zu Spalte 2. 
[0022] Abbildung 2 zeigt eine Liste der Polypeptide, 
die von den in Abbildung 1 dargestellten Genen kodiert 
werden und bei Vorliegen einer Endometriose vermin- 

35 dert exprimiert werden. 

Beispiele 

[0023] Die in den Beispielen verwendeten molekular- 
40 biologischen Methoden wie z.B. Isolierung von RNA, 
Sequenzierung von DNA, RNAse Protection, Northern 
Blot Analyse, Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wur- 
den nach Standardprotokollen, wie in bekannten Lehr- 
buchern wie z.B. in Molecular Cloning, A Laboratory Ma- 
45 nual (Sambrook, J. et al. 1989; Cold Spring Harbor La- 
boratory Press) beschrieben, durchgefuhrt. Methoden 
fur Subtraktionsanalysen der Genexpression sind z.B. 
in Liang, P. und Pardee, A. B. 1995; Curr. Opin. Immu- 
nol. 7, 274-280 beschrieben. 

50 

Beispiel 1 : Identif izierung von Endometriose-asso- 
ziierten Genen 

[0024] Gene, die mit dem Krankheitsbild der Endome- 
55 triose assoziiert sind, wurden durch Vergleich von En- 
dometriumproben folgender Patientinnengruppen iden- 
tifiziert: 
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1. Proliferative Phase: Tage 4-14 nach der letzten 
Menstruation. Diese Gruppe setzte sich aus Pati- 
entinnen zusammen, bei denen aufgrund von Lei- 
omyomen eine Hysteroskopie Oder Hysterektomie 
durchgefuhrt wurde. 

2. Sekretorische Phase: Tage 15-28 nach der letz- 
ten Menstruation. Diese Gruppe setzte sich aus Pa- 
tientinnen zusammen, wie unter 1. beschrieben. 

3. Proliferative Phase plus Endometriose: Tage 
4-14 nach der letzten Menstruation. Die Patientin- 
nen dieser Gruppe litten an Endometriose. 

4. Sekretorische Phase plus Endometriose: Tage 
15-28 nach der letzten Menstruation. Die Patientin- 
nen dieser Gruppe litten an Endometriose. 

[0025] Endometrium von Frauen mit Endometriose 
wurde mittels einer Strichcurettage gewonnen. Das En- 
dometrium der Vergleichsgruppe wurde von Frauen im 
Rahmen einer Hysteroskopie Oder einer Hysterektomie, 
die wegen eines Leiomyoms vorgenommen wurde, ge- 
wonnen. Das Gewebe wurde nach der Entnahme in 
flussigem Stickstoff tiefgefroren. Anschlie3end wurde 
Gesamt-RNA aus den Proben extrahiert. Diese RNA 
wurde amplifiziert, durch einen Fluoreszenzmarker 
markiert, und mit einem DNA-Chip (Human SL array der 
Firma Affymetrix, enthaltend Oligonukleotide fur ca. 
7000 humane Gene) hybridisiert. Nach dem Hybridisie- 
rungsverfahren wurde der DNA-Chip in einem Scanner 
analysiert. Die HybridisierungsmusterallerGensequen- 
zen, die sich auf dem Chip befinden, wurden zwischen 
alien Proben verglichen. Insgesamt wurden 20 Einzel- 
vergleiche mit Proben aus der sekretorischen Phase 
und 30 Einzelvergleiche mit Proben aus der proliferati- 
ven Phase durchgefuhrt bei denen jeweils eine Probe 
von einer Frau mit Endometriose stammte und eine Pro- 
be von einer Frau, die nicht an Endometriose litt. 
[0026] Als differentiell reguliert betrachtet wurden alle 
diejenigen Gene, die in mindestens der Halfte der Falle 
(10 Vergleiche) urn mindestens den Faktor 1.5 gegen- 
uber der Kontrollgruppe (Proben von Frauen ohne En- 
dometriose) herauf- oder herunterreguliert waren. Au- 
Berdem wurden 25 Einzelvergleiche von Proben aus 
der sekretorischen Phase mit Proben aus der prolifera- 
tiven Phase durchgefuhrt. Hier wurde Endometrium von 
Frauen ohne Endometriose verglichen. 
[0027] Die Ergebnisse sind in Abbildung 1 dargestellt. 
Die aufgelisteten Gene konnen als Differenzierungs- 
marker betrachtet werden. Ausgehend von der Betrach- 
tung, daB die proliferative Phase, dem Namen entspre- 
chend von proliferativen Prozessen dominiert wird, wird 
die sekretorische Phase eher als Differenzierungspha- 
se angesehen. Vor diesem Hintergrund sollten Gene, 
die fur die Differenzierung von Bedeutung sind, wah- 
rend dieser Phase heraufreguliert werden (vergleiche 
mit Abbildung 1 , Spalte 4) und wahrend der proliferati- 



ven Phase herunterreguliert Oder gleichbleibend regu- 
liert sein (vergleiche mit Abbildung 1 , Spalte 3). Die Ge- 
ne, die in Spalte 1 aufgelistet sind, erfullen diese Krite- 
rien und werden daher als Differenzierungsmarker be- 
5 zeichnet. Dass diese Gene bei Frauen mit Endometrio- 
se herunterreguliert sind (Spalte 2), deutet auf eine ge- 
storte Differenzierung in der sekretorischen Phase hin. 

Beispiel 2: Diagnostik von Endometriose 

1. Probengewinnung 

[0028] Fur die DNA-Chip-Analyse wird Endometrium- 
gewebe aus Patientinnen gewonnen und Gesamt-RNA 
15 daraus isoliert. Die RNA wird dann amplifiziert und an 
einen Fluoreszenzmarker gekoppelt. Fur den Immun- 
test kann Peritonealflussigkeit, Blut, Vaginal-Sekret, 
Urin oder Endometriumgewebe von der Patientin ge- 
wonnen werden. 

20 

2. Detektion der Genprodukte 
2a. mit Hilfe eines DNA-Chips 

25 [0029] Zuerst werden die geeigneten DNA-Sequen- 
zen aus den Genen, die aus der in Abbildung 1 beschrie- 
benen Gruppe ausgewahlt werden, bestimmt. Geeignet 
sind Sequenzen, die mit den ausgewahlten Gentran- 
skripten hybridisieren konnen. Die Oligonukleotide wer- 

30 den dann durch einen chemischen Prozess, der auf 
photolithographischen Verfahren basiert, auf dem Chip 
hergestellt. Dazu werden photolithographische Masken 
verwendet, die durch geeignete Computer-Algorithmen 
erzeugt wurden. 

35 [0030] Die markierte RNA wird mit dem Chip in einem 
Hybridisierungsofen inkubiert. Anschliessend wird der 
Chip in einem Scanner analysiert, der die Hybridisie- 
rungsprofile bestimmt. Dadurch kann festgestellt wer- 
den, ob in der sekretorischen Phase eines oder mehrere 

40 der Gene der in Abbildung 1 aufgelisteten Gene runter- 
reguliert ist, was auf eine Endometriose hinweist. 

2b. durch Immuntest 

45 [0031] Fur die Durchfuhrung eines Immuntestes be- 
notigt man spezifische Antikorper, die an die in Abbil- 
dung 2 beschriebenen Polypeptide binden. Die Antikor- 
per konnen mono- oder polyklonale Antikorper sein, die 
gegen die aufgereinigten Proteine, Peptide, ausgewahlt 
50 aus den kodierten Proteinen, oder rekombinant herge- 
stellte Fragmente oder Gesamtprotein gerichtet sind. 
[0032] Erfolgt die Analyse mittels Immunohistoche- 
mie verwendet man Endometrium, das der zu analysie- 
renden Patientin entnommen wurde. Nach geeigneter 
55 Fixierung des Gewebes, z.B. mittels Formaldehyd und 
anschlieBender Einbettung in Paraffin kann das Gewe- 
be fur die immunhistochemische Analyse verwendet 
werden. Dazu werden von dem fixierten und eingebet- 
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teten Gewebe mit einem Mikrotom Schnitte geeigneter 
Dicke, z.B. 4 u.m, angefertigt. Der oder die spezifischen 
Antikorper werden dann mit den weiter vorbereiteten 
Gewebeschnitten (z.B. Deparaffinierung, Blocken) eine 
Zeitlang unter geeigneten Temperaturbedingungen, z. 5 
B. 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Waschschrit- 
ten mit einer geeigneten Losung, z.B. PBS, werden die 
Schnitte in einem 2. Schritt mit einem geeigneten zwei- 
ten Antikoper inkubiert, der fur die nachfolgenden Re- 
aktionen, z.B. biotiniliert ist. Der 2. Antikoper bindet an 
die fur die jeweilige Spezies konstante Region des 1 . 
Antikopers. Nach geeigneter Inkubationszeit und 
Waschschritten wird nun in einem dritten Schritt die Ge- 
webeprobe z.B. mit Horse-Redish Peroxidase, gekop- 
pelt an Streptavidin, inkubiert. Nach geeigneter Inkuba- 
tionszeit und Waschschritten wird nun in einem letzten 
Schritt durch Zugabe eines geeigneten Farbstoffs, z.B. 
DAB, von der Peroxidase eine Enzymreaktion kataly- 
siert, die zu einer Farbreaktion dort fuhrt, wo der 1. An- 
tikorper spezifisch gebunden hat. Nach Abstoppen der 
Enzymreaktion und Waschschritten kann der Gewebe- 
schnitt nun getrocknet, fixiert und mit einem Deckglas- 
chen versehen, unter dem Mikroskop analysiert wer- 
den. Urn zu entscheiden, ob in der Gewebeprobe ein 
quantitativer oder auch qualitativer Unterschied be- 
steht, muB eine entsprechende Kontrolle einer Probe 
von einer Frau ohne Endometriose als Vergleich heran- 
gezogen werden. 

[0033] Erfolgt die Analyse mittels Westernblot werden 
die gewonnenen Gewebeproben oder Extrakte aus der 
Peritonealflussigkeit, Blut, Vaginal-Sekretoder Urin mit- 
tels einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufge- 
trennt. Nach der Auftrennung werden die in dem Gel 
aufgetrennten Polypeptide durch Anlegen eines elektri- 
schen Stroms auf eine geeignete Tragermembran, z.B. 
Nitrozellulose, uberfuhrt. Die auf der Tragermembran fi- 
xierten Proteine werden nun in einem 1 . Schritt mit dem 
oder den spezifischen Antikorpern inkubiert. Nach ge- 
eigneten Waschvorgangen, z.B. mit TBS/TBST, wird die 
Tragermembran in einem 2. Schritt mit einem 2. Anti- 
korper inkubiert, der an die fur die jeweiiige Spezies kon- 
stante Region des 1 . Antikopers bindet. Der 2. Antikor- 
per kann eine radioaktive Markierung tragen oder ein 
gekoppeltes Enzym, z.B. alkalische Phosphatase, die 
in einer nachfolgenden Farbreaktion ein farbloses Sub- 
strat in ein farbiges Substrat umwandelt. Da die Menge 
des an dem Antigen gebundenen des 2. Antikorpers 
derjenigen des Antigens proportional ist, kann daher die 
Menge des gemessenen Farbstoffs fur eine quantitative 
Analyse des oder der in dem Extrakt vorhandenen Po- 
lypeptide genutzt werden. 

[0034] Erfolgt die Analyse mittels eines Festpha- 
senimmunoassays wird der oder die spezifischen Anti- 
korper an eine polymere Tragermatrix, z.B. Polyvinyl- 
chlorid, gebunden. AnschlieBend inkubiert man den 
oder die fixierten Antikorper mit dem Extrakt, der aus z. 
B. aus der Peritonealflussigkeit, Blut, Vaginal-Sekret 
oder Urin gewonnen wurde. Nach geeigneten Wasch- 



vorgangen wird in einem 2. Schritt ein 2. Antikorper hin- 
zugegeben, der an einer anderen Stelle des zu detek- 
tierenden Antigens spezifisch bindet. Der 2. Antikorper 
tragt z.B. eine radioaktive oder Fluoreszenzmarkierung 
und kann daher in einem 3. Schritt hochempfindlich 
nachgewiesen werden. Die an dem Antigen gebundene 
Menge des 2. Antikorpers ist derjenigen des Antigens 
proportional und kann daher fur eine quantitative Ana- 
lyse des oder der in dem Extrakt vorhandenen Proteine 
genutzt werden. 

[0035] Erfolgt die Analyse mittels ELISA (enzyme lin- 
ked immunosorbent assay) wird der oder die spezifi- 
schen Antikorper an eine polymere Tragermatrix, z.B. 
Polyvinylchlorid, gebunden. AnschlieBend inkubiert 
man den Oder die fixierten Antikorper mit dem Extrakt, 
der aus z.B. aus der Peritonealflussigkeit, Blut, Vaginal- 
Sekret oder Urin gewonnen wurde. Nach geeigneten 
Waschvorgangen wird in einem 2. Schritt ein 2. Antikor- 
per hinzugegeben, der an einer anderen Stelle des zu 
detektierenden Antigens spezifisch bindet. Der 2. Anti- 
korper tragt zusatzlich noch ein gekoppeltes Enzym, z. 
B. eine alkalische Phosphatase. Dieses Enzym kataly- 
siert nun in einem nachfolgenden Schritt die Umwand- 
lung eines farblosen Substrats in ein farbiges Produkt. 
Es kann aber auch ein nicht-fluoreszierendes Substrat 
in ein fluoreszierendes Substrat umgewandelt werden. 
Die Menge des farbigen oder f luoreszierenden Produkts 
kann kolorimetrisch gemessen werden. Da die Menge 
des an dem Antigen gebundenen 2. Antikorpers derje- 
nigen des Antigens proportional ist, kann daher die 
Menge des gemessenen Farbstoffs oder Fluoreszenz- 
produktes fur eine quantitative Analyse des oder der in 
dem Extrakt vorhandenen Polypeptide genutzt werden. 



Patentanspriiche 

1. Methode zur in vitro Diagnose von Endometriose, 
dadurch gekennzeichnet, daft die Menge an Ge- 
nprodukt von mindestens einem Gen aus der Grup- 
pe bestehend aus Fibronectin, Insulin-like growth 
factor binding protein-2, Transmembrane receptor 
PTK7, Platelet-derived growth factor receptor al- 
pha, Collagen type XVIII alpha 1 , Subtilisin-like pro- 
tein (PACE4), Laminin M chain (Merosin), Elastin, 
Collagen type IV alpha 2, p27 interferon alpha-in- 
ducible gene, Reticulocalbin, Aldehyde Dehydroge- 
nase 6, Gravin, Nidogen und Phospholipase C Ep- 
silon in einer Patientinnenprobe bestimmt wird und 
mit der Menge an diesem Genprodukt in einer Kon- 
trollprobe verglichen wird, wobei eine geringere 
Menge an diesem Genprodukt auf das Vorliegen ei- 
ner Endometriose hinweist. 

2. Verwendung von Antikorpern gegen ein oder meh- 
rere Proteine kodiert von Genen aus der Gruppe 
bestehend aus Fibronectin, Insulin-like growth fac- 
tor binding protein-2, Transmembrane receptor 
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PTK7, Platelet-derived growth factor receptor al- 
pha, Collagen type XVIII alpha 1 , Subtilisin-like pro- 
tein (PACE4), Laminin M chain (Merosin), Elastin, 
Collagen type IV alpha 2, p27 interferon alpha-in- 
ducible gene, Reticulocalbin, Aldehyde Dehydroge- 5 
nase 6, Gravin, Nidogen und Phospholipase C Ep- 
silon Oder gegen Teile des Polypeptids Oder der 
Proteine zur Diagnose von Endometriose. 

DNA - Chip, dadurch gekennzeichnet, daft auf 10 

dem Chip mindestens ein Oligonukleotid, das eine 
Teilsequenz einer DNA ausgewahlt aus der Gruppe 
bestehend aus Fibronectin, Insulin-like growth fac- 
tor binding protein-2, Transmembrane receptor 
PTK7, Platelet-derived growth factor receptor al- is 
pha, Collagen type XVIII alpha 1 , Subtilisin-like pro- 
tein (PACE4), Laminin M chain (Merosin), Elastin, 
Collagen type IV alpha 2, p27 interferon alpha-in- 
ducible gene, Reticulocalbin, Aldehyde Dehydroge- 
nase 6, Gravin, Nidogen und Phospholipase C Ep- 20 
silon oderderen kompiementaren Sequenz umfaBt, 
gebunden ist. 

Verwendung eines DNA-Chips nach Anspruch 3 zur 
Diagnose von Endometriose. 25 
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This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 



Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 



□ OTHER: 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 
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